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Abstract 



Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD{+)) is electrochemlcally hydrogenated to NADH in aqueous 
solution and in the presence of a metal complex as an electron earner. 
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(g) Verfahren zur elektrochemischen Hydrierung von Nicotin-amldadenin-dlnucleotid. 

(2) Verfahren zur elektrochemischen Hydrierung von Nico- 
tinamid-adenin-dinucfeotid (NAD®) zu NADH in waSriger 
Losung und in Gegenwart einer Metallkomplexverbindung 
als Elektronenubertrager. 
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"Verfahren zur elektrochemischen Hydrierung von Nlcotin- 
araldadenln-dlnu cleotld ^ 

Diese Erflndung betrlfft eln Verfahren zur elektro- 
5 chemlschen Hydrierung von Nicotinamidadenin-dinucleotid 

(NAD®). 

NAD® spielt bekanntllch im Organismus bei vielen unter De- 
hydrierungen und Hydrlerungen verlaufenden enzymatlschen 
10 Prozessen die Rolle des Wasserstof fabertrSgers . Bei Redox- 
reaktionen reagiert das Coenzym NAD®/NADH dabei in folgen- 
der Weise: 

NAD® + 2H = >NADH + H®. 

15 zahlreiche Enzyme und Mikroorganlsmen slnd In der Lage, in 
Gegenwart von NADH die Reduktion ungesSttigter Verbindun- 
gen zu bewirken. Diese Reduktionen, bei denen NADH wie 
beschrieben als Coenzym wirkt, haben bei einer groBen Sub- 
stratbreite den Vorteil einer hohen Stereospezif itSt . Es 

20 ist deshalb wiinschenswert, diese vorteilhaf te Wirkungs- 

weise far eine gewerblich anwendbare Reduktion ungesSttig- 
ter Verbindungen, insbesondere zur Herstellung chiraler 
Molekiile heranzuziehen. Eine derartige MSglichkeit laftt 
sich Jedoch nur dann wirtschaf tlich realisieren, wenn das 

25 bei der Reduktion entstandene NAD® auf einfache Weise zu 
NADH regeneriert werden kann. 

Reduziert man NAD® elektrochemisch zu NADH, so werden bei 
-1,1 Volt, bezogen auf die Kalomelelektrode, im wesent- 
30 lichen enzyminaktive Dimere gebildet. Da auch bei einem 
sehr negativen Potential von -1,8 Volt, bezogen auf die 
Kalomelelektrode, das NADH neben unwirksamen Dimeren und 
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. in '^O n^er Ausbeute gebildet wlrd, kommt die 
von NAD« prattlscb nloht In Betracht. 
. „.n .a. .e3.a. ^c.on .o.e.c^asen - -^t. 

"rerr, r e.ne/..e«.onen..e.- 
dar man die j„^3^3, das die Elektronen- 

Ubertragvms auf das Coenzym NAD katalyai 

* ^v. OR (iqSl) 897, in J- Ore- Chem. 

so we.den In Angew Che. ^ ^^,3,, ,,,0 Ver- 

,6 (1981) W22 sowle m J. Org. 0 

. rei^reTe::::: izi^erdi N^ei. da. d. 

r^Ce ae. BXe..onena.e..ag»^^^^^^^^^^ 
empfindllch, schwer zu relnigen und nur 
Methoden zu isolleren slnd. 

:0 wu.de nun gerunden. da. .an die ele.»oche.l|^ 

..le.ung von -"""-"-^^rn: ^ ^^^^^^^^ 

a Teronen«be....ge. „e.aU.o.ple.ver.lndungen ve.wen- 
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Besonder.3 geelgnet slnd "etall.o.ple-emndungen .It el 
Kedu.tlonspo.en.lal nlcnt ^ ^ 

zugswelse nloht negatlver " ^„ g,„annten 

Ag/AgOl-Ele^trode. MetaUUo.ple.verMndungen^ ^^^^^^ 

... enthalten^als If^^^ir^Oo^^^. - ^ ^ 

Tb' a'a'-Blpyrldln. ;.V-Dlmethyl-2,2'-bipyrld^"- 
j.B. 2,2 Bipy . 2-Terpyrldln. Tetra- 

1 10-Phenanthrolln, 2,2 ,0 i f 

„ v„-in ^ eln Phthalocyanln Oder no. 
azanakrocyclen, eln Porphyrin, eln rn 
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10 



*Von dlesen Metallkomplexverbindungen, von denen solche mit 
organlschen Llganden bevorzugt slnd, selen Im einzelnen 
folgende Verblndungen genannt: Aquocobalaraln, 

[RhCblpy)^]^® X®, [Rh(blpy)2]^® X^, 



[Rh(bipy)2(H20)2]^® X®, [NKPPh^)^]^® X®, 

CRh(blpy)2(H20)]® X®, [RuCblpy)^]^® X®, 

[Rh(bipy)2(0H)2]® X®, [Pe(N0)2Cl]2, 

.rRh/bipyXHgG)]® X®, LCo(TO)2BrJ2, 

15 in denen X eln Anion, z.B. CI bedeutet. 

Das neue elektrochemische Verfahren wird vorzugsweise in 

einer geteilten Zelle bel Temperaturen bis zu 70°C, zweck- 

mSfilg bel 10 bis 50°C und einem pH von 5 bis 10 durchge- 

20 fuhrt. Als Elektroden wird ein fUr Elektrosynthesen flbll- 

ches Elektrodenmaterial verwendet. So sind z.B. Kathoden aus 

Metallen, wie Blei, Kupfer, Eisen und Nickel Oder Graphit 

und Anoden aus Platin oder Graphit geelgnet. Die Stromdich- 

p 

ten betragen z.B. 1 bis 100 mA/cm . Das Kathodenpotential be- 
25 trSgt z.B. bis zu -1,3 Volt und liegt vorzugsweise zwischen 
-0,5 bis -0,9 Volt, bezogen auf die Ag/AgCl Elektrode. 

Die Elektrolyse wird in wSBriger Losung durchgefUhrt , wo- 
bei die Losungen, z.B. auch L5sungsvermittler, das sind 
30 mit Wasser mischbare organische LSsungsmittel, z.B. Alko- 
hole, wie Methanol und Ethanol oder Ether, wie Dioxan oder 
Dimethoxyethan enthalten kSnnen. 



35 



Beispielsweise wird die Urasetzung in einer wSBrigen LSsung 
von Tris-HCl-Puffer durchgefOhrt, das sind LSsungen von 
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•Tris-(hydroxymethyl)-aininomethan, die durch Zugabe von 
Salzsaure auf den gevrilnschten pH-Wert elngestellt werden. 

Man rtihrt die elektrochemische Hydrlerung von NAD® mit 
Hilfe der genannten ElektronenUbertrager zweckmaBlg In 
Gegenwart der ungesattlgten Verbindung, die durch das re- 
generierte NADH reduziert werden soil, sowie In Gegenwart 
solcher Enzyme durch, welche die Reduktion der ungesattlg- 
ten Verbindungen durch NADH katalysieren. 



Geeignete ungesSttigte Verbindungen sind z.B. Ketone, wie 
Cyclohexanon, Methyl- oder Ethylcyclohexanon, 2-Nor- 
bornanon, BicycloT3;2.'l]-2-octanon oder Acetophenon, sowie 
Aldehyde, Ketocarbonsauren oder Verbindungen mit 
IS _G=C-Doppelblndvingen. 

Geeignete Enzyme slnd z.B. alle bekannten NADH- und NADPH 
(Nicotlnamidadenin-dinucleotidphosphat)-abhangigen Oxldo-Re- 
duktasen, das sind Alkoholdehydrogenasen, wie HLADH (Horse- 
20 -iiver-alkohol-dehydrogenase), oder Aminosauredehydrogenasen. 

Nach dem erf IndungsgemSBen Verfahren laBt sich die elektro- 
chemische Hydrlerung von NAD® zu NADH besonders vorteil- 
haft durchfUhren. So wlrd z.B. die Bildung von Dimeren des 
25 NAD® weitgehend verhindert. AuBerdem kann man das Ver- 
fahren auch in Abwesenheit von Enzymen durchfUhren, die 
man bei den bisher bekannten Methoden zugesetzt hat, um 
die ElektronenUbertragung auf das NAD zn katalysieren. 

30 In den folgenden Beispielen wird das erf IndungsgemaSe Ver- 
fahren am Beispiel der indirekten elektrochemlschen Re- 
du-ktion von NAD® zu NADH mit Hilfe von Rh(bipy)2 als 
ElektronenUbertrager veranschaulicht , wobel als zu re- 
duzierende Verbindung Cyclohexanon verwendet wird, das in 

35 Gegenwart des Enzyms HLADH (Horse-liver-alkohol-dehydro- 
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•■genase) in Cyclohexanol Ubergeftihrt wird. Die dabel Im 
Kathodenraum stattf indenden Reaktionen slnd aus dem folgen- 
den Schema- erslchtllch: 



Kathode 




CRh(bipy)3] 
[Rh(blpy)23 



[Rh(bipy)23 
blpy 



3© 




15 



20 



Der ElektronenabertrSger TrIsC 2 , 2 ' -bipyridyl]-rhodium-tri- 
chlorid geht dabel entsprechend der folgenden Gleichung 
durch Aufnahme von Elektronen an der Kathode in das Bis- 
[2,2' -bipyrldyl]-rhodiiim-chlor id tiber 



2 + [Rh(blpy)3]^" CI3 



3® 



6 



I 



[Rh(bipy)2]® Cl^ + blpy 



25 



30 



Belsplele 

Die Elektrolyse wurde In elner getellten Elektrolysezelle 
mlt elner Graphlt-Kathode der Oberfiache 6 cm , elner 
Platln-Anode und elner Glasfrltte als Dlphragma bel Raum- 
temperatur, elnem pH von 9 und elnem Potential von 
-950 mV, bezogen auf elne Ag/AgCl-Elektrode durchgefUhrt . 
Als Referenz-Elektrode dlente elne Ag/AgCl-Elektrode In 
gesattlgtem waBrlgen Kallumchlorld. 



Als Anolyt vmrde elne 0,1 molare LSsung von Trls-HCl- 
35 -Puffer in Wasser verwendet, die mlt konzentrlerte'r Salz- 
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^saupe auf elnen pH-Wert von 9 elngestellt wurde. Der 
Katholyt enthlelt als StammlOsung die glelche LSsung wle 
der Anolyt sowle die In der f olgenden Tabelle angegebenen 
Mengen an Rh(blpy)3Cl3, NAD®, Cyclohexanon und HLADH. 

5 

Die Elektrolyseapparatur vmrde vor Zugabe des Cyclo- 
hexanons mlt Argon gespttlt und wShrend der Elektrolyse 
unter elner Argonatraosphare belassen. Die Stromstarke be- 
trug anfangllch 10 bis 20 mA. 

10 

Bel den Beisplelen 1 und 2 wurde diskontlnulerllch gear- 
beltet, d.h. es vmrde erst nach der Indlrekten elektro- 
cheialschen Hydrierung de^s mD® iiiUH jdas-.^^ und 
Cyclohexanon zum Katholyten gegeben und anschlleBend das 
15 Cyclohexanol bestlmmt. Bel der kontlnulerllchen Arbelts- 
welse geraaB den Beisplelen 3, 4 und 5 wurde die Elektro- 
lyse m Gegenwart von HLADH und von Cyclohexanon durchge- 
fUhrt und das Cyclohexanol gaschromatographlsch bestlmmt. 

20 Die Elnsatzzahlen und Ergebnlsse slnd aus der folgenden 
Tabelle erslchtllch: 
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PatentansprUche 

1. Verfahreri zur elektrochemlschen Hydrlerung von Nicotln- 
ainld-adenin-dlnucleotld (NAD®) zu NADH in waBriger 
Losung und in Gegenwart eines ElektronenUbeptragers, 

• dadurch pekennzelchnet , da6 man als ElektronenQber- 
trager Metallkomplexverbindungen verwendet. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch i2:ekennzelchnet , dafi 
man Metallkomplexverbindungen rait einera Reduktions- 
potentlal nicht negativer als -1,3 Volt,^ bezogen auf 
die Ag/AgCl-Elektrode, verwendet, 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daft 
man Metallkomplexverbindungen mit organischen Liganden 
verwendet. 

M. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch g ekennzelchnet , dafi 
man solche Metallkomplexverbindungen verwendet, die 
als Zentralatom Rh"^, Rh , Ru , Ru , ir , ir 
Fe^-'-, Pe°, Ni''--'-, Ni°, Co"'--'-^, Co und als Liganden 2,2'- 
-Bipyridin, 4,4'-Dimethyl-2,2'-bipyridin, 1,10-Phen- 
anthrolin, 2,2' ,6' ,2''-Terpyridin, Tetraazaraakrocyclen, 
ein Porphyrin, ein Phthalocyanin oder NO enthalten. 
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